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論文内容要旨
 【目的】
 A群連鎖球菌Streptococcuspyogenesは様々な病原因子を産生している。猩紅熱の原因毒素
 として知られる発熱性外毒素(SPE),A,B,Cはマイトジェン活性をもち,スーパー抗原とし
 ても機能することが報告されている。我々はSPEとは異なる新規のマイトジェン因子MFにつ
 いて,その遺伝子の全塩基配列を決定した。配列の比較により,MFはC群連鎖球菌の産生する
 DNaseに相同性のあることがわかった。A群連鎖球菌では少なくとも4っのヌクレアーゼが分
 泌されているが,その遺伝子構造についてはほとんどわかっていないため,組換え蛋白を用いて
 そのヌクレアーゼ活性について解析した。さらに,MFのマイトジェン活性がSPEのようにスー
 パー抗原活性であるかについても調べた。
 【方法コ
 塩基配列はPCR法で増幅した遺伝子断片について解析した。組換え蛋白は大腸菌の発現系に
 より調製した。ヌクレアーゼ活性はアガロースゲル電気泳動法あるいは吸光度測定法により解析
 し,マイトジェン活性はリンパ球への3H-thymidineの取込みにより解析した。また,丁細胞レ
 セプター(TCR)のVβのレパートリーは定量的PCR法あるいはFACS法にて解析した。
 【結果】
 S.pyogenesから精製したMFのN末端アミノ酸配列の情報をもとにMF遺伝子をクローニン
 グし,全塩基配列を決定した。MFは43残基のシグナル配列を含む271個のアミノ酸からなる
 蛋白であった。SPEとの配列上の相同性は認められなかったが,C群連鎖球菌S.equisimilisの
 産生するストレプトドルナーゼ(SDC)というDNaseに34%の相同性があり,特にC末側の領
 域はよく保存されていた。実際,MF遺伝子を発現させた大腸菌の溶菌液を用いてPCRを行う
 と,増幅されたDNA断片が速やかに分解されることから,MFには耐熱性のヌクレアーゼ活性
 があるものと考えられた。そこで,組換え蛋白を用いてそのヌクレアーゼ活性について解析を行っ
 た。
 MFは一本鎖環状DNA及び二本鎖環状DNAのどちらも分解するエンドヌクレアーゼで,二
 価陽イオン要求性であった。また,MFはRNase活性ももっていた。活性はMg2+あるいは
 Ca2+単独でもみられたが,両イオンの存在下で著しく促進され,pH4.0からpHlO.0にわたって
 DNaseIより強かった。両イオンの等量存在下で至適pHは9.5で至適イオン濃度は0.5mMで
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 あった。DNAの分解様式は5'一Pおよび3'一〇H末端を生じる反応であった。
 MFの耐熱性について調べた。100℃処理後のヌクレアーゼ活性は熱処理5分で30%残存し,
 それ以上の時間をかけても徐々に活性は落ちるものの,60分後でも活性は残った。また,熱処
 理10分後の活性は,50℃で100%,60℃では6%,しかし80℃ではまだ50%残存していた。60
 ℃で熱処理後,さらに60℃あるいは80℃で処理したところ,60℃では4,5%にさらに活性が落ち
 たが,80℃では!1%に回復した。
 2つの変異型MFについて活性を調べた。122番目のHisがArgになっているDB1の活性は
 ほとんど失われていた。もうひとつの,195番目のSerがProに,218番目のlleがValになっ
 ているDJ6の活性は正常型MFの約25%であった。これら3っの変異部位はすべてSDCとの間
 で保存されている領域に位置し,そのアミノ酸は両者で一致していた。
 MFはもともとウサギの末梢血リンパ球に対するマイトジェンとして同定されたが,ヒトの末
 梢血リンパ球にも反応した。しかし,その活性はSPEAやSPECの100倍から1000倍の弱さで
 あった。一方,この活性はHLA-DR分子とTCRVβ2,Vβ7,Vβ8,Vβ!8,Vβ21を要求し
 たことから,スーパー抗原としての機能が示唆された。
 【考察】
 MFはエンドヌクレアーゼで,DNase活性以外にRNase活性も有し,至適pHが9.5である
 ことからB型ヌクレアーゼと考えられる。60℃処理でヌクレアーゼ活性が著しく失われる現象
 はプロテアーゼの影響というより,温度依存的な構造変化によるものと考えられる。
 His!22はヌクレアーゼ活性に必須であるがマイトジェン活性には必要でないことから,両活
 性に必要なアミノ酸部位は必ずしも一致しないようだ。MFのヌクレアーゼ活性はDNaseIよ
 り強いが,マイトジェン活性はSPEよりはるかに弱いことから,MFの主な活性はヌクレアー
 ゼ活性かもしれない。
 MF遺伝子は我々の確立したPCR検出系によりA群連鎖球菌の臨床分離株に99.7%の頻度で
 見出されたが,他群の連鎖球菌や他種の細菌には検出されず,A群連鎖球菌特異的であった。よっ
 てMF遺伝子はA群連鎖球菌感染の優れた診断マーカーとして利用できるものと考える。
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 審査結果の要旨
 A群連鎖球菌Streptococcuspyogenesは様々な病原因子を産生している。そのうち,猩紅熱
 の原因毒素として知られる発熱性外毒素(SPE)A,B,CはTリンパ球に対してマイトジェン
 活性を示し,それはスーパー抗原として作用することが報告されている。本申請者はSPEとは
 異なる新規のマイトジェン因子MFについて,その遺伝子をクローニングし,全塩基配列を決
 定したが,その過程で,MFには耐熱性のヌクレアーゼ活性があることを見出した。実際,その
 配列はC群連鎖球菌の産生するストレプトドルナーゼ(SDC)というDNaseに相同性があった。
 A群連鎖球菌では少なくとも4種類のヌクレアーゼが報告されているが,その遺伝子構造につ
 いてはほとんど不明なため,MFのヌクレアーゼ活性を解析することで,ヌクレアーゼの分子的
 実体を解明しようとしている。さらに,マイトジェン活性との関わりについても解析している。
 MFはDNase活性に加えてDNase活性も有し,至適pHが9.5であることからB型ヌクレアー
 ゼであることが示唆された。MFは耐熱性であるが,60℃の熱処理でヌクレアーゼ活性が顕著に
 失われることが判明した。この現象はプロテアーゼの影響というより,温度依存的な構造変化に
 よるものと推察された。変異型MFの解析により,SDCとの間で保存されている領域に位置す
 る幾つかのアミノ酸は活性に重要で,特に122番目のHisは必須であることも示された。MFは
 ウサギのみならずヒトの末梢血リンパ球にもマイトジェン活性を示したが,その活性はSPEA
 やSPECの1/100から1/1000倍の弱さであった。一一方,この活性はHLA-DR分子とTCRVβ2,
 Vβ7,Vβ8,Vβ18,Vβ21を要求したことから,スーパー抗原としての機能が示唆された。と
 ころで,His122はヌクレアーゼ活性に必須であったがマイトジェン活性には必要でないことか
 ら,両活性に必要なアミノ酸部位は必ずしも一致しないことが示された。MFのヌクレアーゼ活
 性は哺乳類のDNaseIより強いが,マイトジェン活性はSPEより極めて弱いことから,MF
 の主な活性はヌクレアーゼ活性であることが推察された。最後に,MF遺伝子はA群連鎖球菌
 特異的であり,A群連鎖球菌感染の優れた診断マーカーとして利用可能であると考察していた。
 本研究により,これまで遺伝子構造が不明であったA群連鎖球菌のヌクレアーゼについて,MF
 はそのひとつである可能性が示された。さらにヌクレアーゼがスーパー抗原活性ももっという研
 究報告は,これまで見当たらず,今後の感染症の病態解明において考慮されるべき重要な所見で
 ある。本研究は,研究の目的,手法,結果,そして考察ともしっかりしており,十分に学位授与
 に値すると判定する。
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